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·论　著·
维生素Ｅ琥珀酸酯对前列腺癌ＰＣ３细胞株的生长抑制和诱导凋亡作用

虞力航，杨　波，王林辉，孙颖浩

（第二军医大学长海医院泌尿外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨维生素Ｅ琥珀酸酯（ｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＶＥＳ）对于激素非依赖前列腺癌ＰＣ３细胞株的生长抑制和诱导凋亡

作用。方法：将ＶＥＳ溶解于无水乙醇，配制成ＶＥＳ溶液。取对数生长期的ＰＣ３细胞，分别加入２５、５０、７５、１００、１２５ｍｇ／ＬＶＥＳ
溶液，对照组加入１．２５％浓度乙醇。培养２４、４８、７２ｈ后，采用 ＭＴＴ法分析细胞的活力指数和抑制率，采用流式细胞术检测ＰＣ３

细胞的细胞凋亡率。结果：实验组的细胞活力明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），且与ＶＥＳ的作用浓度和作用时间呈负相关，而对照组

的细胞活力与时间呈正相关。实验组的凋亡率较对照组有明显的升高，且与ＶＥＳ的浓度和作用时间呈正相关。并且，经ＶＥＳ作

用４８ｈ后，７５ｍｇ／Ｌ的ＶＥＳ浓度可以对ＰＣ３细胞起到一个最佳的诱导凋亡作用，造成８０％以上的ＰＣ３细胞凋亡。结论：ＶＥＳ
具有抑制ＰＣ３细胞增殖及促进其凋亡的作用。提示其对于前列腺癌的化学预防和杀伤作用具有临床应用前景。
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　　前列腺癌是造成男性死亡的十大肿瘤之一，与
传统的对抗肿瘤的概念是“寻找和消灭”即寻找肿瘤
的病灶和驱除肿瘤的病灶不同的是，现代的对抗肿
瘤的概念是“目标和控制”肿瘤，即用遗传学和流行
病学的知识和技术，采用化学预防的方法降低肿瘤
的发病率和死亡率［１］。因此寻找一种有严格的选择
性，能诱导变异细胞和癌细胞的死亡，并能促进正常
细胞分化的化疗药物对于前列腺癌防治具有重要的

意义。维生素 Ｅ 琥珀酸酯（ｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，

ＶＥＳ）是维生素Ｅ的酯化衍生物，根据众多文献报
道［２３］，它的功能有严格的选择性，能诱导变异细胞
和癌细胞凋亡。本实验应用 ＶＥＳ对前列腺癌细胞
系ＰＣ３细胞进行体外抑制和诱导凋亡实验，探讨

ＶＥＳ对于前列腺癌的化学预防和治疗上的潜在价
值。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　雄激素非依赖型人前列腺癌细胞
株ＰＣ３由本科保存，用含１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）的

ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司产品），３７℃，５％ＣＯ２
培养。

１．２　ＶＥＳ溶液的配制　ＶＥＳ粉剂（ＢＩＯＭＯＬ公司
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产品），取１００ｍｇ加入１０ｍｌ无水乙醇震荡溶解后，
用０．２２μｍ滤膜滤过除菌后，配成ＶＥＳ溶液，－４℃
避光保存。用前取适量，用含１０％胎牛血清的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液将其分别稀释成２５、５０、７５、１００、１２５
ｍｇ／Ｌ。

１．３　ＭＴＴ法分析ＶＥＳ作用于ＰＣ３细胞后的活力
指数和抑制率　将对数生长期的ＰＣ３细胞稀释成

１．２×１０５／ｍｌ，按５０μｌ／孔接种在９６孔细胞培养板
中，分别加入２５、５０、７５、１００、１２５ｍｇ／ＬＶＥＳ溶液，
对照组加入１．２５％浓度乙醇。实验组和对照组各
设平行１２孔，分别在培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，每孔
加入浓度为５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ溶液５０μｌ，移入３７℃
孵箱中继续孵育２ｈ，小心吸弃孔内培养上清液。每
孔加５０μｌ的酸化异丙醇，振荡１０ｍｉｎ，使结晶充分
溶解。用全自动酶标仪测定波长５７０ｎｍ下的每孔
的光密度值（Ｄ 值），然后按公式：生长抑制率＝（对
照组 Ｄ５７０值－实验组 Ｄ５７０值）／对照组 Ｄ５７０值×
１００％，计算细胞生长抑制率。

１．４　流式细胞术检测ＰＣ３细胞的细胞凋亡率　将
对数生长期的ＰＣ３细胞稀释成１．２×１０５／ｍｌ，按１
ｍｌ／孔接种在６孔细胞培养板中，分别加入２５、５０、

７５、１００、１２５ｍｇ／ＬＶＥＳ溶液，对照组加入１．２５％浓
度乙醇。收集培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ的细胞。测定前
先用去离子水按１４稀释结合缓冲液（晶美公司产
品），用４℃预冷的ＰＢＳ洗２次，用２５０μｌ结合缓冲
液重新悬浮细胞，调节其密度为１×１０６／ｍｌ，取１００

μｌ的细胞悬液于５ｍｌ流式管中，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ／ＦＩＴＣ（晶美公司产品），和１０μｌ２０ｍｇ／ｍｌ的碘
化丙锭溶液（晶美公司产品），混匀后于室温避光孵
育１５ｍｉｎ，在反应管中加４００μｌＰＢＳ，用流式细胞仪
分析。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
学分析，两组间均数比较应用ｔ检验，两组以上均数
比较应用方差分析。

２　结　果

２．１　ＶＥＳ作用后ＰＣ３细胞的活力　实验组和对
照组在ＶＥＳ作用２４ｈ后的Ｄ５７０值存在明显的统计
学差异（Ｐ＜０．０５）。ＶＥＳ作用４８ｈ后的Ｄ５７０值在
实验组和对照组之间存在明显的统计学差异（Ｐ＜
０．０５）。在实验组中，７５、１００、１２５ｍｇ／Ｌ组之间没有
明显的统计学差异，但２５、５０ｍｇ／Ｌ组与以上３组
之间存在明显的统计学差异（Ｐ＜０．０５）。ＶＥＳ作用

７２ｈ后的Ｄ５７０值实验组和对照组间存在明显的统计
学差异。在实验组中，２５ｍｇ／Ｌ组与其他剂量组之

间存在明显的统计学差异（Ｐ＜０．０５），而其他各组
之间没有明显的统计差异。实验组和对照组２４ｈ、

４８ｈ、７２ｈ的Ｄ５７０值详见图１。根据结果所示，相同
的作用时间内，细胞的活力随着浓度的升高而减小；
而相同的作用浓度下，细胞的活力随着作用时间的
延长而减小。根据各组的平均Ｄ５７０值，利用公式计
算出各组的细胞生长抑制率，发现相同ＶＥＳ作用时
间下，细胞的抑制率随浓度升高而增大；相同 ＶＥＳ
浓度组的细胞抑制率随作用时间的延长而增大，详
见图２。根据各实验组的抑制率，计算得出ＶＥＳ作
用２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ的半数抑制浓度（ＩＣ５０值）分别为

６０．００ｍｇ／Ｌ、１２．４６ｍｇ／Ｌ、０．８７ｍｇ／Ｌ。

图１　ＶＥＳ作用于ＰＣ３细胞后的细胞活力曲线

Ｆｉｇ１　ＣｕｒｖｅｓｏｆＰＣ３ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳ

ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

图２　ＶＥＳ作用于ＰＣ３细胞后的细胞抑制率曲线

Ｆｉｇ２　ＣｕｒｖｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＰＣ３

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳ
ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

２．２　ＶＥＳ作用于ＰＣ３细胞后的细胞凋亡率　对
照组和实验组在经ＶＥＳ作用２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后的
细胞凋亡率如图３，可以看出，实验组的凋亡率要明
显高于对照组的凋亡率。相同的ＶＥＳ作用时间，细
胞凋亡率随浓度的升高而增大，相同的ＶＥＳ作用浓
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度，细胞凋亡率随作用时间的延长而增大。

图３　 ＶＥＳ作用于ＰＣ３细胞后的凋亡率

与剂量、时间依赖关系

Ｆｉｇ３　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＣ３ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅａｎｄｄｏｓｅａｎｄｅｘｐｏｓｕｒｅｐｅｒｉｏｄｏｆＶＥＳ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

３．１　ＶＥＳ对于ＰＣ３细胞的抑制作用　由ＭＴＴ的
实验结果，可以很明显地看出，ＶＥＳ对于ＰＣ３细胞
具有明显抑制作用，且ＶＥＳ浓度与实验组的细胞活
力呈明显负相关，与抑制率呈正相关。而对照组细
胞的活力却随着时间的延长而增大。根据以上结
果，可能有以下几方面原因：（１）对照组由于未加

ＶＥＳ，因此细胞的增殖未受到影响，从而随着时间的
延长，细胞不断的增殖，因而细胞的活力值也不断的
上升。（２）实验组中，由于 ＶＥＳ具有对变异细胞和
肿瘤细胞的杀伤作用［４９］，浓度越高，其单个ＰＣ３细
胞所受到的作用效力也就越强，因而细胞的活力值
也就越低。当然，实验组的ＶＥＳ浓度对于机体的毒
性作用，还要有待于动物实验进一步的验证。

３．２　ＶＥＳ对于ＰＣ３细胞的促凋亡作用　根据流
式细胞仪的分析结果，实验组ＰＣ３细胞经 ＶＥＳ作
用２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后较对照组相比，均出现明显细
胞凋亡，其凋亡率的大小与ＶＥＳ浓度和时间均呈正
相关。结合 ＭＴＴ的细胞抑制率，发现抑制率和凋
亡率两组数据的百分比没有明显的统计学差异，从
而推断，ＶＥＳ主要通过诱导ＰＣ３细胞的凋亡来实
现杀伤和抑制细胞增殖的作用。

　　对于ＶＥＳ对ＰＣ３细胞诱导凋亡作用，国内外
也进行了一些相关的研究，但早期文献只对２０ｍｇ／

Ｌ以下浓度ＶＥＳ，进行了研究［１０］，其４８ｈ凋亡率为

１１％左右，较对照组相比，提高了近１０倍。但２００６
年的国外研究已有ＶＥＳ作用浓度为５０ｍｇ／Ｌ的报
道［１１］，尽管文中未有ＰＣ３细胞的凋亡数据，但另一
种具有高度转移性的前列腺癌细胞 ＡＴ６．１的实验

提示：ＶＥＳ作用４８ｈ后的凋亡率较对照组提高近３
倍，这与我们的实验结果较为吻合。但遗憾的是文
中实验组只分为２５ｍｇ／Ｌ、５０ｍｇ／Ｌ进行比较，不利
于观察不浓度梯度的 ＶＥＳ对前列腺癌细胞的诱导
凋亡情况。本研究从浓度及时间上分别用 ＭＴＴ和
流式细胞术的方法探讨ＶＥＳ对于ＰＣ３细胞的诱导
凋亡作用，并且发现，当作用４８ｈ以后，７５、１００、１２５
ｍｇ／Ｌ浓度组的细胞活力已没有统计学差异，而７５
ｍｇ／Ｌ组较５０ｍｇ／Ｌ组相比仍具有明显的统计学差
异，其中细胞凋亡率是对照组的（４．６２±０．１２）倍，较

５０ｍｇ／Ｌ组的（２．７６±０．０８）倍，又提高了（１．８６±
０．０４）倍。因此，可以推断：作用４８ｈ后，７５ｍｇ／Ｌ
浓度的ＶＥＳ对于ＰＣ３细胞起到一个最佳的诱导凋
亡作用，造成８０％以上的ＰＣ３细胞凋亡。

　　目前对于ＶＥＳ诱导ＰＣ３细胞凋亡的机制仍然
不十分明确，有人认为ＶＥＳ能通过Ｆａｓ信号通路诱
导前列腺细胞凋亡［１２］。部分学者还指出 ＶＥＳ可以
通过对细胞生长周期调节蛋白Ｄ１、Ｄ２、Ｅ等的调节，
使细胞生长周期在Ｇ１、Ｓ期间产生阻滞，从而抑制细
胞的生长［１３］。另外，还有学者提出 ＶＥＳ还能抑制
前列腺癌细胞表面雄激素受体的功能以及ＰＳＡ的
表达［１４］。

　　总之，通过以上实验表明，ＶＥＳ具有抑制ＰＣ３
细胞增殖及促进其凋亡的作用。且其诱导ＰＣ３细
胞凋亡与ＶＥＳ的浓度和作用时间呈正相关。且经

ＶＥＳ作用４８ｈ后，ＶＥＳ诱导凋亡的最佳浓度为７５
ｍｇ／Ｌ，能造成８０％以上的ＰＣ３细胞凋亡。因此，
对ＶＥＳ进行深入的临床应用研究，将为前列腺癌的
预防和治疗开辟一条新的途径。
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